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上にもなる巨大な胞子嚢柄 を分化 し、その胞子嚢柄が回転した り、光や重力、気流や温度に
敏:感に反応 して屈性 を示す ことか ら、 「刺激受容 一刺激伝達一応答反応」系を解析す る上で
最 もす ぐれたモデル材料の一つとして、これまでも多 くの研究に使用 されてきた。さらに、
これ らの諸反応に関 して1,000株にも及ぶ突然変異体が単離 され、最近では分子遺伝学的な
解析も行われるようになってきた。しかしなが ら、 このカビの分子遺伝学的な解析にとって
最 も大きな障害は、他の多くの菌類 と同様、形質転換 を行 うことが難 しく、未だにその系が




優性形質 を有する遺伝子 は、形質転換系における選抜遺伝子 として役立つ ことが期待 され
るが、 ヒゲカ ビにおいては理想的な優性形質を持つ遺伝子 は知 られていない。本研究では、
塩素酸感受性または耐性 を有する遺伝子が優性形質 を示す ことを見出し、その変異体を単離
し、形質転換系における選抜遺伝子 として資することを試みた。
無機窒素を固定す るためのキー ・エ ンザイムである硝酸還元酵素(NR)は、糸状菌ではコウ
ジカ ピやアカパ ンカ ビでその存在が認め られている。すなわち、 これ らNRを 有する糸状菌
では、NO3のアナログであるC103を培地に与えると、NRに よ りC夏03が還元されて毒性の
強いClO2が生成 され、生長阻害が起 こる。一方ヒゲカ ビにおいては、NO3を窒素源 として
利用できないことなどか ら、このカ ビにはNRは 存在 しないと言われてきたが、筆者は ヒゲ
カビ標準野生株(NRRLl555株)が200mMのK:ClO3に対して感受性を示す事実を見出し(Fig.1)、
その結果、このカビにはNRと 同様、強力な還元作用を行 う何 らかの機構 の存在する可能性
があり、 したがって塩素酸感受性遺伝子の存在 とその耐性突然変異体の存在が予測された。
塩素酸耐性変異体 を単離するために、先ずヒゲカ ビの胞子を突然変異誘発剤であるニ トロソ
グアニジン(NrG)で処理 し、200mMのK:ClO3を含む培地上に播種し選抜 した結果、8株の塩素
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と、300mMで顕著な耐性を示す グループ(Fig,3-C)がみ られた。しか し、液体最小培地中で
はこのようなグループの違 いは見 られなかったが、野生株に比較 して変異体の耐性はより強
く現れた(Fig.4)。
次 に耐性株 と感受性株(この場合 白色変異株C5を 使用)との間で、胞子嚢柄 を接ぎ木する
ことたよって、種 々の核比 のヘテ ロカ リオ ンを作成 し、そ れ らの耐性 に関す る相補 性
(◎omplimentation)を調べ た結果 、KCIO3耐性対立形質 は優性で ある ことが 明 らか とな った
(Fig.S)a
また3種 類のNR活 性(NADPHIdep㎝dentNR,FADHdependentNRおよびr ducedmethyl
viologenNR)と塩素酸還元酵素は、塩素酸耐性株 と感受性株の両方で欠損していた。さらに、
塩素酸イオ ンの細胞内への取 り込みは株間で違 いが見 られたが、塩素酸耐性機構を説明でき
る程の差異ではなかった(rable1)。しか しなが ら、硫酸イオンの細胞内濃度 を測定してみる
と耐性株では感受性株に比較 レて3.5-5.5倍高 くなっていた(rable1)。この形質が耐性の機構
にどのように関与 しているかは未だ不明であるが、これ らの顕著な形質 を有するKCIO3耐性
遺伝子の存在 は明 らかであ り、 ここに遺伝子型6卿 を設定した。将来 この遺伝子がクローン
化できれば、ヒゲカビ形質転換系における選抜遺伝子 として極めて有望であると期待される。
3.高再生率を有するプロ トプラス ト作成法の開発:
プロ トプラス トは外来遺伝子導入には極めて有用である。 ヒゲカ ビの場合、胞子発芽体を
キチナーゼおよびキ トサナー.ゼで同時処理す ることによ りプロ トプラス トが得 られることは
既に報告されているが、 しか し再生率が不十分であった り、また作成 されたプロ トプラス ト
が互いに接着 して大きな凝集塊 を形成 した り(Fig.6-D)、あるいはガラスやプラスチック器具
に強 く接着するなど、プロ トプラス トを用いた遺伝子導入操作の際の大きな障害となってい
た。筆者は、ウシ血清 アルブミン(BSA)を添加す ることによって、 このような支障を取 り除
くことが出来ることを見出した(Fig.6-B,一C、およびTable2)。このような系を導入すること
によって、単一のプロ トプラス トの形成過程(Fig.7)や再生課程(Fig.8)を詳細に観察すること
が出来るようになった。また、 この系で調整 したプロ トプラス トの再生率は40%以 上に達
し(Fig8)、これ まで得 られた再生率より約2倍 高いものであった。 これは恐 らく、凝集によ
るプロ トプラス トの機械的破壊を阻止できたため と考えられる。
プロ トプラス トの細胞壁 の再生過程を、ヒゲカ ビ菌糸の細胞壁主成分であるキチ ンのオリ
ゴマーを特異的に認識 して結合する小麦胚芽 レクチ ン(su㏄inylatedWGA)に蛍光色素を付加
して観察 した結果、ほ とんどのプロ トプラス トにおいて60-120分で細胞壁 を新生する こと
が明 らか となった。
一方、プロ トプラス トの作成に使用 される胞子発芽体の細胞壁糖鎖構造を、蛍光標識 した
種々のレクチンを用 いて解析 したところ、胞子体の細胞壁はマンノースまたはグルコースが
一45一





















































































































































主 成 分 で あ っ た が(k9.9-C)、発 芽 した 菌糸 、 特 にそ の先 端 部 の細 胞壁 で はN-acethyl-D一
も
91uσosamineのオリゴマーが主成分であった(Fig.9-B)。したがって、よ り効率的にプロ トプ
ラス ト.を作成す るには、胞子体 よりもある程度菌糸の伸長 した発芽体をキチナーゼおよびキ
トサナーゼで同時処理 した方が良い ことが明らかになった。
以上、胞子発芽体を材料 として、またBSAの 添加によって凝集のない単一のプロ トプラ
ス ト集団を効率よ く作成す15ζとに成功 したが、このようにして得 られたプロ トプラス トは
高い再生率を有す ることか ら、形質転換体を作成する際には極めて有効であると思われる。
4.ヒゲカビへの外来遺伝子の導入=
外来遺伝子 をヒゲカ ビに導入する場合には、(1)使用するヒゲカ ビの系統株 と導入す る外来
遺伝子、および(2)外来遺伝子を細胞内へ導入する方法を確立す る必要がある。前者のヒゲカ
ビに関 しては標準野生株(NRRL1555株)を使用 し、導入する外来遺伝子 としては抗生物質耐
性遺伝子 を含むプラスミ ドベクター(pJL2)を選択した(FiglO)。このベクターに含 まれる トラ
ンスポゾン 翫903由来 のカナマイシン耐性遺伝子伽 の のプロモーターは非常に広範囲な生
物種 において活性化 される ことが知 られているため、 ヒゲカビにおいても有効である ことが
予想 される。後者の導入法に関 しては、プロ トプラス ト、細胞壁 を有する胞子発芽体、胞子
嚢形成中の若い胞子嚢柄(stageII一皿)を 材料 として使用 し、電気穿孔法、マイ クロインジェ





なハサ ミで胞子嚢の部分 を切 り取 り、それを寒天ブロックに載せ、胞子嚢に付いている短 い





次に、 これ らG418耐性株の菌糸 の先端部分を切 り取 り、新 たな選抜培地上へ植え継 ぐ
(subculture)ことによって、最終的に15回 の植え継ぎの後も安定して耐性を示 した10株 を単
離 した。これ ら10株 の中か ら、さらに抗生物質を含 まない培地では生長速度が標準野生株
(NRRL1555株)の生長速度 と差のない耐 性珠を5株 選び、種々の特性を検定 した。 このよう
に菌糸の植え継ぎによって多 くの耐性株で生長が停止したが、 これをさらに詳 しく調べ るた









































































































































































































































































生長 した菌糸の上に形成された胞子嚢柄か ら胞子を集め、その含まれるG418癒牲 胞子を測
定 した とヒろ、5回 の植え継ぎの後でも全胞子の約30%の 胞子が耐性を示 した(Table4)。し
か しなが らこの事実は、 この個体では菌糸の継体培養では耐性形質が安定 しているにも拘わ
らず、胞子から胞子へ世代 を越えて培養'した場合には、世代を重ねる毎に1/3ず つ耐性 を
失い、数世代で耐性が全 く消失 してしまうことをも意味 している。
次に5株 のG418耐性株よ り全DNAを 抽出し、その一部を大腸菌(H:B101株)に取 り込ませ
るプラスミ ドレスキュー試験を試みた。その結果、全ての場合においてカナマイシン耐性 を
示す大腸菌は出現しなかった。 これは、G418耐性株の細胞中には導入 されたプラスミ ドが
存在 しないこと示唆した。次にG418耐性株より抽出されたDNAに 対 して、んαガ遺伝子をプ
ローブとしてサザ ン解析を行った ところ、んαガ遺伝子の存在を示す特異的なシグナルは認め
られなかった(Fig.12-A)。しか し、2株 について んαガ遺伝子の発現産物であるアミノグリコ
シ ドリン酸転移酵素[APH(3')1]の酵素活性 をnativeなアクリルアミドゲル電気泳動とラジオ




しかしなが ら、サザ ン解析で導入された遺伝子が検出できないと言 う事実は、導入 された
DNAが急速に脱落した可能性が考え られる。
(2)電 気穿孔法 によ るプ ロ トプラス トへの外来 遺伝子の導 入:
前 章 で述 べ たBSA添 加 方法 によ って調 整 された プロ トプ ラス トに、電気パル ス によ る細
胞穿孔 法 を利 用 して外 部DNAの 導入 を試み た。 は じめ に電気 パル スの処理 条件 の検 討を行
った。その結果、 ヒゲ カ ビで は、1.0～1.2x105個のプ ロ トプ ラス トを緩衝液(10mMT亘s-HC1,
10mMCaCl2,0。55Msorb孟tol,pH7.5)中に懸濁 し、電気 パル ス発 生装置(GenePulser;Bio-Rad)
とキュベ ッ ト(0。2cmgap,400μ1;Bio-Rad)を用 いた場合、充電電 圧2.OkV/cm,充電容量25μF,
負荷抵抗200Ωの処理条 件が最 も適 して いる ことが明 らか とな った(rable5)。
次 に この系 を用 いて 、電気 穿孔 したプ ロ トプ ラス トにp几2を 導入 した。 これ らのプ ロ ト
プラス トを4時 間再生 させ た後、 カナマイ シ ンのアナ ログであるG418(250μ9/inl)を含 む培
地 に移 し選 抜 を行 った と ころ、12株 の耐 性株 が得 られ た 。 これ らの株 を0世 代 と して、そ
の菌糸 上に形成 され た胞子嚢柄 か ら胞子 を回収 し、新 た な選 抜培 地上へ 播種 した と ころ、全
ての株 で胞子 の発 芽 と菌糸 の展 開が認 め られ た。特 にその 中の2株 は播種96時 間 目には厚
く大 きな コロニー を形成 した。 これ ら2株 の菌糸 を回収 し、全DNAを 抽出 して たαη「遺 伝子
の検 出 を試み た ところ、PCRで は んαη「遺 伝子 の存在 を示す シグナルが 明瞭 に認 め られた(Fig
13-A)。しか し残 りの10系 統 で は、選択培地 上で菌糸 の展 開 と耐性 の形質は見 られ た ものの、
菌糸 の密度が極端 に低 く、DNAを 回収す る ことはできなか った。






































































































































































































































































































































































































地上で十分に生長した。これ らの株について胞子播種後96時間目の菌糸か らDNAを回収 し、
PCR法による んαガ遺伝子の検出を試みたところ、たαガ遺伝子の存在を示すシグナルが認めら
れた株 と検出できない株に分れた(Fig.14.A)。しか し、 このシグナルは1世 代 目のシグナル
と比較すると弱く、また複数 のシグナルに分かれた。5世 代 目では、8株 か ら胞子播種後96
時間目に十分に成長 した菌糸を回収することができたが、DNAを抽出して同様な方法で んαガ
遺伝子の検出を試みたが、もはや たαガ遺伝子の存在を示すシグナルは検出できなかった(Fig
14-B)。この んαガ遺伝子の検出は 肋ガ遺伝子 をプローブとしたサザン解析によっても検出で
きなかった。サザ ン解析では、一1世代目(Fig.13-B)、3世代 目、5世代 目の全てにおいて、㎞πガ
遺伝子特異的なシグナルは検:出できなかった。
以上の結果は、ヒゲカ ビで形質転換体を得るには、電気穿孔法 によるプロ トプラス トへの
外来DNAの 導入法 もまた有効であることを強 く示唆する。PCR法によって、導入された薬
剤耐性遺伝子はヒゲカ ビの世代 を経て急速に減少す ることが明らかになったが、 このような
導入遺伝子 の脱落はマイクロイ ンジェクション法によって得 られた形質転換体でも観察 され
たことと一致 した。また、サザ ン解析によっては導入された遺伝子を検 出できなかったが、
今回用いたpJL2は自律複製のためのDNA配 列(ARSP)を含んでいるが(Fig.10)、その働きは
ヒゲカ ビ細胞内では不十分であった可能性がある。また別の可能性 としては、ヒゲカビは隔
壁がほとん ど存在 しない多核細胞であるため、抗生物質耐性遺伝子がサザ ン解析の検出限界
を下回る程度までコピー数が減少していることが考え られる。
5.ヒ ゲカ ビ細 胞内へ導 入 され た外 来遺伝 子の衰退 の原 因究 明:
上記 の結果 は プロ トプ ラス ト法 また はマ イ クロイ ンジェ ク シ ョン法 によって ヒゲカ ビ細 胞
内へ導入 され た外来遺 伝子 は、継 時的 に、 また世代 を越 えて急速 に脱 落す る可能性 が高 い こ
とを強 く示唆す る。 なぜ ヒゲ カ ビで は このよ うな脱 落が 急速 に生 じるのか は、 これ まで未知
で あっ た。 そ の原 因 を明 らか にす る た め、種 々 の発 生 段階 に ある ヒゲカ ビか ら細 胞抽 出液
(CFE)を調整 し、 これ にプラス ミ ドDNA(p皿,2)を加 え、その時 間的な変化 を観察 した。
すなわ ち、胞子発芽体(播種後16時 間 目)、菌糸一1(播種後36時 間 目)、菌糸一2(播種後48
時間 目)、slageI胞子 嚢柄(播種後72時 間 目)およびslageII-m胞子嚢(播種後72時 間 目)から、
同 じ量 のタ ンパ ク質(05μg/μ1)を含 む よ うに調整 したC田 に、1μgのp几2を 加 えて37℃で
30分 間処理 し、そ の後p皿2が どのよ うな変化 を受 けたか をアガ ロースゲ ル電気泳動 によ り
検 定 した。そ の結果 、胞子 発芽体 と生長期 の菌糸一1のCFEでは、p几2はCCCフ ォーム(4.Okb)
がOCフ ォーム(6.2kb)とな る変性 を受 けたが、DNAの 断片化 は認め られ なかった(Fig.15-A,
lalle2,3and4,5)。一方 、成熟 した菌糸一2、胞子嚢 柄、胞子 嚢のCFEで は、pJL2はほ とん ど
完全 に分解 され た と思われ る像が得 られた(Fig.15-A,1a皿e6,7,lane8,9,lane10,ll)。また菌糸
一2のC田 では、pJL2は2時間後 にはPCR法 で も検:出されな い レ・ベル まで完全 に分解 され る
こどが明 らか となった(Fig.15-B,Iane5)。



















































































































































































































































(1vθκアo解orのの野生株について、同様な実験 を行った。すなわち、アカパ ンカ ビの分生子播
種後48時簡目の生長;期の菌糸 と、播種後96時間目の分生子を多数形成 した成熟菌糸か らCFE
を調整し、同様な条件でP几2を 処理した ところ、いずれのCFEにおいてもP皿,2はCCCフ
ォーム(4.Okb)からOCフ ォーム(6.2kb)へと変性 したが、DNAの断片化は認め られなかった
(Fig.15-C,lane1,2,lane3,4)a
以上の結果から、若い時期のヒゲカ ビのC田 ではCCCフ ォームのプラスミ ドをOCフ ォ
ーム と変性 させる一本鎖 ヌク レアーゼの活性が認め られ、またこの活性はアカパ ンカ ビの
CFEでも認められた。一方、成熟 したヒゲカビCFEに は強力な二本鎖エキソヌクレ'アー ゼ
活性が認め られた。 この場合、アカパンカビのC田 では トリプシン処理で初めて活性化 さ
れる二本鎖エキソヌクレアーゼの存在が知 られているが、 ヒゲカ ビにおいては何 らの処理 も








以上の結果か ら、 ヒゲカ ビにおいて細胞質 中に導入された外来DNAが 経時的および継代
的に脱落する要因の一つ として、DNaseIが関与 している可能性が高く、逆に言えば、G-actin
を外来DNAを 導入する際に添加す ることによって、外来DNAを 保護できるる可能性をも
示唆する。 すなわち、本研究で単離 された薬剤耐性株では、はじめは導入 された外来遺伝
子 の発現によって薬剤耐性を獲得するが、時間の経過 と共に細胞内のDNaseI活性によって
遺伝子が分解 され、次第に遺伝学的に耐性機能を失 っていく。しか し、おそ らくは一旦獲得
した 形質 と、 繰 り返 し与 え られ る薬 剤 ス トレス に対 して 菌体 の獲 得 す る馴化 作 用
(acdima加n)によって、表現型的に耐性を示すものと考えられる。
6.まとめ:
本研究は、 これまで多 くの研究者 によって困難 とされてきたヒゲカ ビにおける形質転換系
を確立する上で、有望で、かつ操作の単純な方法を開発 し、 また形質転換系確立の困難性の
原因を指摘 した。ヒゲカビは、単細胞性の単純な形態、早い生長、外的刺激に対する鋭敏:な
応答反応、顕著な形態形成や接合反応など種々興味ある特質 を有 し、 これ らの形質に関する





















論 文 審 査 結 果 要 旨
接合菌類に属 し多核体であるヒゲカビは,光や重力などの外的刺激に対 して敏感に反応することから,
刺激伝達系を研究する上で,す ぐれたモデル材料となっている。これら諸反応に関して多 くの突然変異








で得られたプロ トプラス トは一般に再生率が低 く,また互いに接着して凝集塊 を形成 したり,ガラス壁
面に接着するなどの難点があったが,ウ シ血清アルブミンを添加することによってこのような難点を取
り除 くことに成功 した。また,再生率 も40%以上に上げることができた。
蛍光色素を付加 した小麦胚芽レクチンで染色することによって,プ ロ トプラス トの細胞壁の再生過程
を観察したところ,60-120分で細胞壁を新生することを見いだした。また,胞子発芽体の細胞壁糖鎖構
造を蛍光標識 した種々のレクチンで染色することによって,胞子体表面の細胞壁主成分はマンノースま
たはグルコース,発芽 した菌糸の先端部はN一アセチルグルコサ ミンのオリゴマーが主成分であ り,した

























よって審査員一同は,この論文の著者に博士(農 学)の 学位を授与することが適当と判断 した。
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